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骨 吸収 に お け る m atrix m etallopr oteina s e9
く92kDa ゼ ラ チ ナ ー ゼノW型 コ ラ ゲナ
ー ゼ1
－ そ の 性質 と破骨細胞での 局在に 関する研究
一
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Matrix m etalloproteina se9くM M P
－9， 92kDa ゼ ラ ナ ナ
ー ゼIIV型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 用 最近 その 一 次構
造が 決足さ れ た M M P遺伝 子 フ ァ ミ リ
ー の 新 し い メ ン バ ー で あ る ． 本研究で は M M P－9 の 石灰化骨基質
分解 へ の 関与を 証明 す る目的で ， 本酵素 の 性質と破骨細胞お よ び 骨巨細胞腫
に お け る 免疫組織化学的局
在 を検討 し た ． ヒ ト線稚内腰細胞 か ら精製 した M M P
－9 は
，
酸可溶性I 型コ ラ ー ゲ ン の 此 2 鎖ア ミ ノ 基
末端に 存在 す る非 ヘ リ ッ ク ス 部 を特異的に 分解 す る他 ， 酸不 溶性
工型 コ ラ ー ゲ ンの 不溶性重合体 を可溶
化 した ． ま た ， 工11型と V 型 コ ラ
ー ゲ ン
，
I 型ゼ ラ チ ン お よ び ど ト ロ ネ ク テ ン も 分解 さ れ た ． さ ら に ，
M M P－9 は脱灰骨組織中の コ ラ ー ゲ ン線椎 を 分解 する こ と が 電顕 的 に 確 か め られ た ． M
M P－9 の ゼ ラ チ
ン 分解活性は pH 7A5－8－0 で最大 を示 すが I pH 5．5－6．0 で も全活性 の5 0－8 0％保持
さ れ て い た ． ま
た
，
50m M と 100m M Ca
十 ＋ 存在下 で も90％の 活性 が認 め ら れ た ． フ ィ プリ ル 化 した 酸可溶性 I型
コ ラ ー
ゲ ン で は ， P l ． 2鎖 と a 2鎖の 分解 は 100m M まで Ca
＋ ＋ 濃度依存性 に 冗進 し た ． こ れ ら の デ
ー タ
は ． 骨吸収裔に お け る酸性 くpH 4－5 ， かつ 高 カ ル シ ウム く40
－ 50m Ml の 特殊 な環境下 で も M M P－9 が
骨基質 を分解 し得 る こ と を示 し て い る ． 合成 ペ プチ ド を抗原と して 作製 した
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を エ リ
ザ法くe n zyme－1in ked 血m u n o sotbent as s ay， E LISA 臥 イ ム ノ ブ
ロ ッ ト法お よ び免疫染色で ス ク リ ー ニ
ン グ し
，
滞在型 M M P－9 に 対す る 2偶の 特異抗体く57
－13 D 8 と 56－2 A4， を得 た ． 56－2 A 4を用 い た 免疫組
織染色 で は ， M M P－9 は慢性関節 リ ウ マ チ くrhe u m atoidarth
ritis，R Al 滑膜組織に 浸潤 し た好中球や マ ク
ロ フ ァ ー ジの 胤 滑膜表層細胞 に 局在 した ． 弘 関節軟骨
． 骨組織 で は ， 破骨細胞が強陽性 に 染色さ れ
た ． また ， M M P－9 の 破骨細胞 に お け る 局在 は正 常モ ル モ ッ ト およ び抗原誘導型関節
炎組織 に お い て 認
め られ た ． 骨巨細胞腫 で は ， 検討 した 7症例全例 で M M P－9 は巨細胞 に 局在 し ， 腫瘍組織培養液中
に は
分子量92，000の ゼ ラ チ ン 分解活性 を も つ 潜在 卦 M M P
－9 の 存在が イ ム ノ ブ ロ ッ ト法と ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト
レ ー トゲ ル 法で 証明 さ れ た ． さ ら に ． こ れ ら の 破骨細胞 と骨巨細胞脛 の 巨細胞 側 胞膜1
に は ビ ト ロ ネ ク
ナ ン リ セ プ タ ー の 存在が 免疫組織化学的 に 観察さ れ た － 以 上 の 所見 か ら ， 破骨細胞 や骨巨細胞
腫 で 合成
■ 分泌 さ れ た M MP．9 は石 灰化骨基質中の 細胞外 マ トリ ッ ク ス の 分解に よ り骨 吸収
に 重 要な 役割 を果た
す こ とが 強く 示唆 さ れ た ．
Key w o rds bon e res orption， O Ste OClast， m etallopr otei
n as e， 血 m u n ol calizat－
io n， giant c elltum or
骨代謝は骨形成と骨 吸収 の 均衡 の 上 に 成 り 立 っ て い
る ． こ ら れ の 不 均衡に よ り 局所 の 骨溶解 をき た す 代表
的疾 患 と し て ， 慢 性 関 節 リ ウ マ チ trhe u m atoid
Abbre viatio ns こA B C， a Vidin－biotin per oxidase
arth rits， R Al や 原発性 お よ び転移性骨腫瘍 が あ げら
れ る ． ま た ， 全 身性疾患 と し て骨粗堪症 が知ら れて
い
る ． 石灰 化骨 と末 石灰 化骨 す なわ ち類骨で は その 吸収
c o mplex ニ aBS A， ami dated bo vine se ru
m
albu minニ A P M A， p－ am inophe nyh erc uric acetate妄 E D T A， ethyle
n e－dia minetr a acetic acid3
ELIS A， e n Zyme－1inked 血m u n os orbent ass ay 三 M M P， m atrix m etallop
roteinas ei P AG E，
骨 吸収 に お ける M M P．9
横序は異 なる と推定さ れ て い る － 類骨 の 吸収 に は ， 骨
基質の 産生細胞 であ る骨芽細胞 そ の も の が m at血




その 作用 に よ り類骨中の コ ラ ー ゲ ン を 分解 す る
と考えら れ てい る ．
一 方 ， 石 灰 化骨の 吸収は破骨細胞
によ っ て の み 可能で ， そ の 吸収 は脱灰 の プ ロ セ ス と蛋
白分解酵素に よ る 骨基 質の 分解 とい う 2段階で進行す
る
2冶I
． 石灰化し た骨基質中へ は 水分子 が 入 れ な い こ と
か ら， 脱灰 の プ ロ セ ス は 蛋白分解酵素 に よ る 骨基 質の
分解に 必須で ある ． 破骨細胞 は石 灰 化骨 に 接着後 ， 細
胞内で 合成し た H
十
を プ ロ ト ン ポ ン プ の 作用 に よ り細
胞直下の骨吸収裔 へ と 放出 し脱灰 を行 な う
4－
一 従 っ
て ， 骨 吸収窟 は酸性 くpH4－51 か つ 高 カ ル シ ウ ム
く40－50m 叩 の特殊な環境
2 ト 5－
か ら な り ， 酸性領域 で 強
もー 活性を示 す カ テ プ シ ン B や L で 骨 コ ラ ー ゲ ン が 分解
される と考え られ てい る213糊． 実際 ， カ テ プ シ ン B と L




， 石灰化骨基質中 に は 骨芽細胞 に 由来
する潜在型 M M P－1 が局在 し7I， カ テ プ シ ン B に よ る
活性化後 に 骨 コ ラ ー ゲ ン を分解す る 可能性 が指摘 され
てい る
8I
． しか し， 破骨細胞 は こ れ ま で M M Ps を産生
すると い う 報告は全 く な く ， M M P－1 以 外の M M Psが
石灰化骨基質の分解 に 関与す る と の 報告も認 め られ な
い ．
本研究で は ， M M P－9く92k Da ゼ ラ テ ナ ー ゼJIIV型 コ
ラゲナ ー ゼ一 に 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体を 作製 し ，
本酵素の R A関節組織 ， 抗原誘導型関節炎組織お よ び
骨巨細胞腫 に お け る免疫組織化学的局在 を検索す る と
ともに ， M M P－9 の 骨基 質分解能 を調 べ 骨吸 収 に お け
る本酵素の 役割に つ い て 検討 し た ．
材料お よ び方法
工 ． 潜在 型 M M P－ 9 の 精製
滞在型 M M P－9 は 五 之治別の 方法 に 従 っ て精製 し た ．
腫 瘍壊 死 因 子 ttu m o r n ec r osis factora ， T N Fa J
く100uノmり で刺激 した と 卜線推肉腫1 H TlO801細胞培
養液 を材 料 と し ， D E A E－セ ル ロ ー ス ， Gree n A
Dye m atre xゲル ， ゼ ラ チ ン セ フ ァ ロ ー ス ． 抗 くM M P－
1HgG セ フ ァ ロ ー ス ， 抗 汀 M Pl工gG セ フ ァ ロ ー ス の
各カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 潜在 型 M M P－9
を単 一 棲品 と し て精製 し た ．
王工
， 基 質特異性 の 検討
滞在型M M P－9 を 1 ．Om M p－a min ophe nylmer s u ric
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24時間ナ で 活性化 し ，
種 々 の 温度く27－370Cン でモ ル モ ッ ト皮 膚由来 工型 ゼ
ラ チ ン
，
モ ル モ ッ ト 皮膚由来酸可溶性 卜型 コ ラ ー ゲ
ン
， 牛 ア キ レ ス 腱 由来酸不溶性 卜型 コ ラ ー ゲ ン くシ グ
マ 社 ， セ ン ト ル イ ス ， ア メ リ 利 ， ヒ ト胎盤由来V 型コ
ラ ー ゲ ン お よ び ビ ト ロ ネ ク テ ン とイ ン キ ュ ベ ー 卜 し
た ． 反 応後 ， そ れ ら の 分解産物 を S DSt ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲル 電気泳動 くSOdium dcdecylsulfate．polyacr－
yla mide gel ele ctropho re si， S DS－P A G EJ に て分析 し
た ． 酸可 溶性 卜型 コ ラ ー ゲ ン は Glim che rら1Olの 方 法
に て 精製 し た ． ゼラ チ ン はそ の 工型 コ ラ ー ゲ ン を熱変
性く60
0
C， 30分間さし て作製 した ． ま た ， V型 コ ラ ー ゲ
ン と ど ト ロ ネ ク テ ン は 派 別成博士 く本学 が ん 研究
所
， 外科I と Dahlback 博士 くル ン ド大学 ， ス エ ー デ
ンさ よ り恵与さ れ た ． な お ， 酸不溶性工 型 コ ラ ー ゲ ン
は25％グ リ セ ロ ー ルノ0．35％酢酸溶液中 で ホ モ ジ ナ イ
ザ 一 に て 懸濁後 ， 中性緩衝 液t50mM T ris－ H Cl， pH
7．410．15 M NaCl10．02％ NaN31 に透析 して用 い た ．
工I工． M M P－ 9 活 性 に対 す る Ca． ＋ ＋ の 影響
1 ． ゼ ラ チ ン 分解晴性 の 測定
酸可溶性 I型 コ ラ ー ゲ ン を Gis slow らIllの 方法に よ
り





30分間処理1 に よ り ゼ ラチ ン化 した ． こ れ を基
質と して H 血s ら121の 方法に し たが っ て ゼラ チ ン 分解
活性 を ア ッ セ イ し た ．
Ca十 十 の 影響 を検討す る目的で ， 活性型 M M P－9 の ゼ
ラ チ ン 分 解活性 を種 々 の 濃度 吼 0．OL O．0説 0．1， 0．5，
1， 5， 10，20， 50，100，200，5 0 m Mlの 塩化 カ ル シ ウ ム存
在下 で ア ッ セ イ し た ． ま た ， 10m M と 50m M 塩化 カ ル
シ ウ ム 存在下で ， 潜在型 M M P－9 を1．Om M A PM Aと
イ ン キ エ ペ ー 卜 す る こ と に よ り活性化 を検討 し た ．
M M P－9 を溶解 し た緩衝液か ら Ca十 十 を除去 す る に あ
た っ て は Ca
＋ 十
を含 ま な い 緩 衝液 く5Om M Tris． HC l，
PH 7．51
10 ．15 M NaCl10． 2 ％ NaNJO．O5％ Brij351 で 平
衡化し た Sephade xG lO を充填 し た ス ピ ン カ ラ ム
1
行 っ た ．
2 ． コ ラ ー ゲ ン 分 解活性
酸可溶性 卜型コ ラ ー ゲ ン を 活惟型ノM M P－9 と1 0，
50
，
1 0 m M の 塩 化 か レ シ ウ ム 存在－Fで イ ン キ ュ ベ ー
トし
，
そ の 分解産 物 を還 元状態で S DS．P A G Eに て 分
析 した ． ま た ． フ ィ ブリ ル 形成処 理 く35
0
C ． 4 時間J し
た酸可 溶性 卜型 コ ラ ー ゲ ン に つ い て も 同様な 方法で 検
討し た ， さ ら に ， 酸不溶性工 型 コ ラ ー ゲン に つ い て も
polyacrylamide gel electrophoresis三 P L P， periodate－1ysine－pa r afor m aldehydeニ R A， rheu m atoid
arthritsニS D S， S Odiu m dcde cyls ulfate
950
上 記と 同様な方法 で分解活性 を調 べ た ．
1V ． 脱 灰 骨の 電子 顕微鏡的観察
郡検 に よ り 得ら れ た正 常腰椎椎体骨 く59才 ， 女性 と
28才， 空別封 を細切し ， 0 ．25 M アン モ ニ ア水30分処理
後 ， 0 ．5 M ethylen e－dia minetr a a c etic acid くE D T Al に
て 4
Q
C 4 8時 間脱 灰 し た ． 次 い で 緩 衝 液 く50m M
T ris一王妃l， pH7． 410．1 5 M NaCl1 0m M CaCIJO■0 5％
B rij3510．02％ NaN31 で 十 分洗浄後 ． M M P
－9 t8．6
メ glあ る い は緩衝液と37
0
C24時 間反 応 し ， グル タ ー ル
ア ル デ ヒ ドと 四 酸化オ ス ミ ウ ム で 二 重固定 した ． 試料
を脱水
，
エ ボ ン 包哩 し ， 超薄切 片を酢酸 ウ ラ ニ ー ル と
硝酸鉛お よ び0．1％リ ン タ ン グ ス テ ン 酸 染色 を施 し ，
電子 顕微鏡 H－500旧 立， 東京I に て 観察 した ．
V
． 抗 M M P－9 抗体 の 特異性
滞在型 M MP－9 の ア ミ ノ 酸配列
川 か ら他の M M Psと
相同性の少な い ア ミ ノ 基 末端部 と カ ル ポ キ シ ル 基末端
部に 対 する ペ プチ ドを合成 し ， それ ら を抗原 と し てモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を 作製 し た く金沢大学医療技術 短期
大学部 岡 田保典助教授 と富 士薬品工業 岩 田和 士博
士 と の 共同研究上 合成 ペ プ チ ド を抗原 と し た E L工S A
法で 陽性を 示 し た ク ロ ー ン を さ ら に イ ム ノ ブ ロ ッ ト法
と免疫組織染色で 再 ス ク リ ー ニ ン グ した －
1 ． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法
H T lO80薄田胞 よ り精製さ れ た 潜在型 M M P－9く分子 量
92，0岬 と同細胞培養液 を7．5％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル に 電気泳動後 ， 蛋白 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転写
し た ． 次い で ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を MM P－9 に 対す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体と ビオ チ ン 化 抗 マ ウ ス 工gG 抗体
と反 応さ せ ， ア ピジ ン ー ビ オテ ン ー ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ
複 合 体 法 くavid in－biotin－pe rO Xida se c o mplex， A B C
法1 で 発色 した ．
2 ． H T lO80細胞 に 対す る 酵素抗体法
テ ィ ッ シ ュ ー テ ッ ク ． カ ル チ ャ
ー ． チ ェ ン バ ー ノス
ライ ド上 で培養 した ヨT lO80細胞 を He mb汀 ら呵の 方
法 に 従い 2FLM モ ネ ン シ ン で 3時間処 理 後 ， pericda
－
te－1ysine－Parafor mal dehyde くP L Pl 固定液 で 4
O
C 1 5旬
18時 間固定 した ． 対照 と し てモ ネ ン シ ン 未処理 材料 を
用 い て同様の 固定を行 な っ た ． 細胞 は0－5％ T riton X
で 5 分間処理後 ， リ ン 酸 緩衝溶液 で十分洗浄 し ， 抗
M M P－9 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 と室温 で 1 時間反 応後 ，
A B C法で 免疫染色 した ．
3 ． 潜在型 M M P－9 の 活性化と酵素活性に 対す る阻
害試験
潜在型 M M P－9 を 2m M diis oprop yl flu or ophospha－
te 処理 し た抗 M M P－9 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 く57．13 D 8
お よ び 56－2 A41 と3 7
0
C で 1 時間 反応後 ， 1 ．Om M
A P M A と37
O
C， 24時間 反応 し ， ゼ ラ チ ン 分解活性を
14C－ ゼ ラ チ ン を 用 い て ア ツ セ イ し た ． ま た ， 活性型
M M P－9 を同モ ノ ク ロ ー ナル 抗体 と37
0
C l時間処理後
さ ら に 室温 1時 間反 応 し ， ゼ ラ チ ン 分解活性を同様に
測定 した ．
Vl ． 慢性関節リ ウ マ チ 関節組織 と骨 巨細 胞腫 に おけ
る M M P－9 の 局在
13例の RA 患者 よ り人 工 関節置換術時に 関節滑膜と
関節軟骨 を採取 し た ． 採取 し た 組織 を厚 さ 約 2
－ 3一
皿 m に 網切 して 2ノノ M モ ネ ン シ ン で3 7
0
C 3時間処理
し ， P L P固定液で 4
0
C 15へ 18時間固定 し た 一 次い で．
骨を 含む 材料に つ い て は 0．5M E D T A で4 8時間脱灰
後 ， ニ れ らを パ ラ フ ィ ン 包埋 し た ． 正 常 関節組織につ
い て は
，
大腿 骨頸部骨折や 悪 性骨腫瘍 に 対する人工関
節置換術時 に 得 られ た材料 を同様 の 方法 で 処理 レマラ
フ ィ ン包増 し た ． こ れ ら の パ ラ フ ィ ン 切片 に つ き過酸
化水素で の 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼの ブ ロ ッ ク1乳 正
常 ウ マ 血 清で 非特異的反 応を阻止 し ， 抗 M M P－9抗体
と 1 時間室温 で 反応さ せ た ． 次 い で ， ウ マ
ー ビ オチ ン
化抗 マ ウ ス 工gG 抗体 と反 応 させ ， ス ト レ プ トア ピジン
と 3 0分反 応 さ せ た 後 ， ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン く3，
3
，
一dia min obe n zidin etetrahydro chlori de， D A Bン反応液
く0．05 M T ris－ H Cl， pH8．OJO．03％D A Bll％H2021で発色さ
せ た ． こ れ ら の 試料 に つ い て は ， MM P．1， 2，3 に対す
る特異抗体
16い 8－く金沢 大学医療技術短期大学部 岡田保
典助教授提供1 を用 い て 同様 に 免疫染色 し た ． 対照と
して ， 正 常 マ ウ ス 工gG を用い て 同様 に 免疫染色した－
また ， モ ネ ン シ ン 処 理 した 7例の 骨巨細胞腰紐織につ
き ， 同様の 方法で M M P－9 と M M P－1， 2，3 の 局在を酵
素抗体法 で検討 し た ． 骨 巨細胞腫の
一 部の 材料で は試
料 を末固定の ま ま Tis s u e－Tek O ． C． T． c o mpou nd に
包埋 し凍結切片を作製 し た ． 凍結切 片に つ き ， マ ウス
抗 M M P－9 IgG と flu oresc ein is othicxIya n ate で標識し
た 抗 マ ウ ス IgG 抗体 を用 い て 蛍光抗体間接法 で局在
を調 べ た ． さ ら に 骨巨細胞腰組織 を0．2％ ラ ク トア ル
ブ ミ ン を含 む RP M I－1640 培養液 で24時間培養し ． 培
養液中の M M P－9 の 存在 を 57－13 D 8と 56
－2 A4 を用
い てイ ム ノ ブ ロ ッ ト法 で 検討 した ． ま た ， l 肋bs ら
1別
の 方法に 従 っ て 同培養液を非還元状態 で ゼラ チ ンサブ
ス ト レ ー トゲ ル に 電気泳動し ， ゼ ラ チ ン 分解パ タ
ー ン
を検 討 した ．
耶L ア ミ ド化牛血 清 ア ル ブ ミ ン誘導 型 関節炎の作製
Y am a Shita ら20Iの 方法 に 従 っ てア ミ ド化牛血清ア ル
ブ ミ ン tamidated bo vine s e rum albu mh，aB S Alを抗
原 と し て 幼若 モ ル モ ッ ト くハ ー ト レ
一 系 ， メ ス ー
200へ 300gl を 免疫 し ， 両 側 膝関節 腔 内 に aBS
A
骨吸収 に お け る M M P－9
く0．5mgl を注入 し て関節炎 を誘導し た
一 関節 炎誘導 4
日． 1 凰 2週後 の 膝関節 を矢状断し ，
2 声 M モ ネ ン
シ ンで37
0
C 3時間処理 し た ■ また ， 対照と し て 正常幼
君モ ル モ ッ ト膝関節 を同様 に 処理 した ． こ れ ら の 材料
を P L P固定後 ， ED T A で脱灰 し
パ ラ フ ィ ン 包埋 し
た ノ バ ラ フ イ ン切 片 に つ き 上 述の 方法 で M M P
－9 の 局
在を検討し た ■
肌 ビト ロ ネタ テ ン リ セ ブ タ
ー の 局在
破骨細胞を含 む R A関節軟骨組織 ， 正 常モ ル モ ッ ト
及び aBSA 誘導型関節炎膝関節組織 お よ び 骨巨細胞
腰のパ ラ フ ィ ン 切片 に つ き ， ウ サ ギ抗 ビ トロ ネ ク チ ン
リセ プタ
一 拍 V月 31 抗体を用 い て上 述 の 酵素抗体法
でこの 局在 を検討 した ． ま た ， 骨巨細胞腫 に つ い て は
凍結切片に つ き ， 蛍光抗体間接法で も局在を調 べ た ，
なお ， 抗 ビト ロ ネ ク チ ン リ セ プ タ
ー 抗体 は Vogel博 士
A
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くス クリ プ ト癌研究所 ． ア メ リ 利 よ り樟供を 受 けた ．
成 績
工 ． M M P．9 の 性質
1 ． M M P－9 の 基質特異性
本酵素 の 基質特異性 に つ い て は五 之 治
9Iが 既 に 報 告
して い る ． そ こ で ， 本研究で は更 に 骨に 存在す る 種々
の 細胞外マ ト リ ッ ク ス に 対す る M M P－9 の 作用 を検討
した ．
活性型 M M P－9 は酸可溶性 工型 コ ラ ー ゲ ン の 月 1 ．
2鎖 を特異的に 分解 し ， 庇 2鎖 も 分子 量が 約3， 00 0低
分子化す る こ と が S DS－P A G E 上観察さ れ た ． 牛 ア キ
レ ス 腱由来酸不溶性工型 コ ラ ー ゲ ン で は ， 月 1 ， 2鎖
と 庇 2鎖の 分解の 他 ． ぼ 鎖の 架橋に よ り高分子化 した
不溶性重合体 を分解 した く図 1 Al， ま た ， M M P－9 は
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Fig． 1． Digestion of a cid ins oluble ty pe I c ollage n， ty Pe V co11agen and vitronectin
with M M P－9． くAIT he ins oluble c ollagenくJJb200JLgl w a sin c ubated with M M P．9
く860ngl at 37
O
C ． A fter ter minating the reactio n with 10 m M E D T A， the
degr adatio n prcdu cts w e re a nlyzed o n S DS
－P A G Eく7．5％ totalac rylamidel u nder
the r edu cing c ondit on s． Lan e sl and 5， the s ubstr ate inc ubated with buffe ralon e
fo rO a nd 24 hr， re Spe Ctiv ely， Lan e S2－4， the substr ate inc ubated with M M P－9 fo r
2， 8 and 24 hr， r eSpe CLiv ely． Arro win dic ate sthe ins oluble polym erS． a a nd jl， a
and P chains oftype I c o11agen． くBI Type V c o11age nく15JL glw as re acted with
M M P－9 く60 ngI at 32
0
C and the prcdu cts w e re ru n OnS DS－P A G Eく7．5％ to al
a c rylamidela sde sc ribed in Fig． 1A ． Lane sl and 4， the substrate incubated with
buffer alo n efo rO and 24 hr， re Spe Ctiv ely． Lan e S2 a nd 3，in c ubatio n with M M P－9
fo r8 and 24 hr， re Spe Ctiv ely． a ， a Chain of ty pe V c ollage n． くCI Vitr o n e ctin
く8JL gl w a sinc ubated with M M P－9 く600ngl at 37
O
C and the prcdu cts w e re
S ubje cted to S DS－P A G Eく10％ totala cryla midel． La n esl a nd 5， inc ubation with
buffe r alo n efo rO and 24 hr， r eSpe Ctiv ely． Lan eS2－4，in cubation with M M P－9for
4， 8 and 24 hr， re Spe Ctively．
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V 型コ ラ ー ゲ ン 分解能 を有 し ， ぽ ， 月 鎖 と も 分子 量
92，00 0－ 29，000の 多数 の フ ラ グ メ ン ト に 分解 さ れ た
く図1 Bト 工 型ゼ ラ チ ン は ば 1 鎖 と 此 2鎖が 同 じ割合
で完全 に 分解さ れ た ． 更 に ， ビト ロ ネ ク チ ン は分子 量
75，000 と68，000の 2本の バ ン ド と し て泳動 され るが ，
MM P－9 はこ れ ら を数本の 低分子 フ ラ グメ ン ト に 分解
した く図 1 Cl．
2 ． M M P－9 の至 適 pH
清性型 M M P－9 を 0．2 M酢酸 ナ ト リ ウ ムノ酢酸くpH
3．4 － 5．81， 0 ．2 M M O P Sl水酸化 ナ トリ ウ ム くpH 5．8 －
8． 31， 0． 2 M 2．a min0－2ィn ethylpr opane．1， 3－diol 塩 酸
くpH 7，7 － 9 ．61， 0 ．2 M グリ シ ンノ水酸化 ナ ト リ ウ ム
くpH 7．9 － 10．21の 各緩衝液と イ ン キ ュ ベ ー 卜 し ， 種々
の pH に お け る ゼラ チ ン 分解活性 を37
0
C， 1時 間ア ッ
セ イ す る こ と に よ り測定 し た ． 図2 に 示 す よ う に pH
7．5 － 8．0 で最大の活性 を認 め た ． し か し ， pH5． 5 －
6．0 でも約50－ 80％の 活性 を も ち ， M MPt9 は 酸性領域
で も十分活性 を有す る こ と が 示 さ れ た ．
3 ． M M P－9 活性 に 対 す る Ca
十 ＋
の 影響
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Fig．2． pH c u rv e Of M M P－9． T he enzymlC
a ctivity of M M P－9 w a s m e a s ured against
14
C－
gelatinat v arious pR T he buffer s u s ed w e re
O．2 M scdiu m ac etateく0 1， Mops く中1， 2－ a min0－
2－ m ethylpropa n e
－1， 3－diol H Clく口1 a nd glycineノ
NaO HくAl． Activity a chie v ed bythe inc ubatio n
Of proM M P－9 with l．O m M a minophe nylm er c u r－
ic a c etate fo r24 hr at37
0



















Fig． 3． Effe ct of Ca
＋ ＋
o nthe gelatin01ytic activ，
ity of M M P－9． T he e n zymic a ctivity ofM M P．9
W aS m e aS u r ed again st
14
C－gelatin at v arious
C O n C entratio n s of Ca
＋ ＋
h 50m M Tris． HCl， pH
7．510．15 M NaCl10．05％ B rij3510．02％ NaNか
1 2 34 5
繊 硝 瀾 頗恥
糊 脚 隋 脚 柳
8ニ 轡 磯 覇 審 凝
仇二慧慧慧慧警
Fig． 4． Influ e n c e of Ca
十 ＋
o nthe digestion ofacid
s oluble ty pe I c ollagen with M M P－9■ Type I
c ollage nく18JL gl w a sfirst incubated at35
O
Cfor
4 hr m ake fib ri1s a nd the n inc ubated with
M M P－9く860ngI at 37
0
C fo r6 hr inthe prese
，
nc e of lOm M く1a n e21， 50m M く1an e3ト弧dlOO
m M CaC12く1a D e41． Lan e sl and 5， inc ubation
w 址 the buffer c ontain ing lO m M CaC12for
O
and 6 hr， re Spe Ctiv ely．
骨吸収 に お ける M M P－9
ル シウ ム存在下で ア ツ セ イ に よ り測定 し た ． 結果は 図
3に示す よう に ， 50m M と100m M の 濃度 に お い て も
90％の ゼラ チ ン 分解活性が み ら れ た ． ま た ， A P M A
による 潜在型 M M P－9 の 活性化 は 10m M と 50m M
Ca
十 十 存在下で 差異 は な か っ た ． 酸可溶性 工 型 コ ラ
ー
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ゲ ン を溶液状態 で10， 5 0， 100m M 塩化カ ル シ ウ ム 存
在下 で M M P．9 とイ ン キ エ ペ ー ト し ても ． そ の 分 解産
物 に 差 異は認 め られ なか っ た ． し か し ， フ ィ ブ リ ル 化
した 酸可溶性 卜型 コ ラ ー ゲ ン を同様 の 方法でイ ン キ エ
ペ ー トす る と
． 月 1 ， 2 鎖と 戊 2鎖 の 分解は塩化カ ル
寵恕
．ー．－
Fig． 5． Degr adation of c o11age nfibe rsin de mineraliz ed bone． De calcified bo n ewith O．5 M
E D TA， pH 7．4 w a sinc ubated with M M P－9く8．6jL glくAJ orbuffe ralo n eくBIat 37
O
C for
24 hr and the nfix ed with gluta ral dehyde and os miu m tetro xide． T he s e ctio n s w er e
Stain ed with le ad nitr ate， uranyl acetate a nd phosphotu ngstic a cid． Note diss o ciation of
the c o11age n fibrils and irregula r clefts of the fib ri1s in c ro ss se ctio n くarr ow sl くAl．
X45，000．
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シ ウ ム の 濃度依存性 に 克進 し た く図41． 酸不溶性 工型
コ ラ ー ゲ ン に 対 して は ， 塩 化カ ル シ ウム の 影響は 明ら
か で は な か っ た ．
4 ． M M P－9 に よ る 骨コ ラ ー ゲ ン線 維の 分解
脱灰骨 を M M P－9 で処理 後電子顕微鏡的に 観察 す る
と ， 骨の コ ラ ー ゲ ン線推 に 分解像 が み ら れ た ． コ ラ
ー
ゲ ン線推 は ， 縦 断面 で は 膨化 と横紋 の 不明瞭化 を 示
し ， 長軸 に 対 し て 斜走 す る 裂隙 が し ばし ば認 め ら れ
た ． こ の よ う な コ ラ
ー ゲ ン 線維 は ， 横断面 で は辺 綾部
が裂隊形成に よ り虫食 い 状 と な っ て い た く図5 射 ．
一
方 ， 緩衝液の み と イ ン キ エ ペ
ー 卜 し た 脱 灰 骨 で は コ
ラ ー ゲ ン 線推の 分解像は認 め られ な か っ た く図5 別 ．
II． MM P．9 の 局在
1 ． 抗 M M P．9 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体の 特異性
抗原と して使用 した合成 ペ プ チ ド を用 い た E LIS A
法 で は ， 合計42偶の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 が 陽性を 示 し
た ． こ れ らの 抗体 をイ ム ノ ブ ロ ッ ト法 で さ ら に ス ク
リ ー ニ ン グし た結果 ， 滞在型 M M Pt9 の ア ミノ 基末端
A B C







Fig． 6． lmm un oblotting for proM M P
－9 with
m o n cclon al antibodie s． くAI Pr oM M P－9 く2 ユ5
JL gl く1a n ell and c on c e ntr ated c ultu r e m edium
of H T lO80c e11sく40JLIJ Oan e21 w e re ele ctroph－
or es ed o n aS DS．PA G Eく7．5％ total a cryla mideI
u nde rthe redu cing c ondition s． くBI ProM M P
－9
く1a n ell and the proteins ofthe c ultu re m ediu m
く1an e21tr an Sferred to a nitr亡にellulos e m e mbran e
w ere vis ualized u sing a m on o clonal a ntibody，
57－13D 8． くCI T hey w ere als o re a cted with a
m on cxIlo nal antibcdy， 56－2 A 4■ Arr o w he ad
in dic ate s spe cific rec ognitio n ofproM MP
－9 with
the antibcxiies．
と カ ル ポ キ シ ル 基末端 の 各 ドメ イ ン を特異的に 認識す
る そ れ ぞ れ 57．13D 8， 56－2 A4 の2個 の 抗体 が得られ
た ． 図6 に 示 す よ う に ， こ れ ら の 抗体 は精製 した清夜
型 M M P－9く分子 量92，0岬 と 反応す る の み な らず，
HT lO80細胞培養液中に 存在 す る多数 の蛋 白 バ ン ドの
う ち分子 量92，000 の潜在型 M M P．9 を特異的に 認識し
た ．
こ れ ら の 抗 M M P－9抗 体を 用 い て ス ライ ドガラ ス上
で 培養 した H T lO80細胞 を免疫染色す る と ， ク ロ ー ン
56－2 A4の み が 陽性所見 を示 した ． ま た ， HTlO80細胞
を 2 声 M モ ネ ン シ ン で 3時間処理後免疫染色すると，
そ の 染色性 は軽度増強 した ．
一 方 ， こ れ らの 2個の 抗体 は M M P．9活性や滞在型
M M P－9 の A P M Aに よる 活性化 を阻害 しなか っ た ．
2 ． M M P－9 の 免疫組織化学的局在
い R A お よび正 常関節組織 に お け る局在
関節滑膜組織 は表層細胞層と表層細胞下層から構成
さ れ て い る ． R A滑膜 で は表層細胞 は過形成となり，
表層細胞下層で は リ ン パ 球 ， 形質細胞 ， 好中球やマ ク
ロ フ ァ ー ジ の 浸潤の ほ か 線維芽細胞や血管の 増生が認
め ら れ た ． ま た ，
一 部 の 材料 で は表層細胞 は剥離し
フ ィ プ リ ン沈 着と と も に マ ク ロ フ ァ
ー ジ の浸潤を伴う
肉芽組織 の形成が み ら れ た ． ク ロ
ー ン 56－2 A 4を用い
た免疫染色で は ， M M P－9 は R A滑膜中に 浸潤したマ
ク ロ フ ァ ー ジ と好中球 の ほか ， 69％ の 症例く9ハ3症
卿 で表層細胞 も陽性 に 染色 され た く図7 AI， また，
R A関節軟骨 ． 骨組織で は 少数の軟骨細胞に 軽度の染
色 が み ら れ た の に 対 し ， 軟骨下骨 の破骨細胞は強陽性
を 示 し た く図 7 Bト ー 方 ， こ れ ら の 破 骨細胞は
M M P－1，2，3 に 対 す る 抗体 や正 常 IgG を用い た免疫染
色 で は陰性 で あ っ た ．
正 常滑膜組織 で は 炎症細胞浸潤や表層細胞の 過形成
は み られ ず ， M M P－9 の 局在 は観察 さ れな か っ た ． ま
た ， 正 常 関節軟骨細胞 も M M P－9 は陰性 で あ り－ 軟骨
下骨 に お い て は破骨細胞 は認め られ ず M M P
－9陽性細
胞 は観察 さ れ な か っ た ．
2I 骨巨細胞脛 に お け る局在
7例の 骨巨細胞脛 に つ き MM P－9 の 局 在 を検討し
た ． こ れ らの 症例の う ち 1例は grade3 で他は grade
l の 骨巨細胞腫 で あ っ た ． M M P－9 はすべ て の 症例て
巨細胞 に 強 く染色 され た く図 81．
一 方 ． M M P－1，2，3
は 2症例 で巨細胞 が M M P－1 弱 陽性 を 示 した が ， 他
の
症 例 で は こ れ ら 酵素は陰性 で あ っ た ． 骨 巨細胞腫培養
液 を S D S－PA G E す ると多数の 蛋白 バ ン ドが 認めら
れ
た が ， 56－2 A 4を 用 い たイ ム ノ ブ ロ ッ ト法 で潜在
型
M MP－9 に 相当す る 分子 量92，000の バ ン ド の み が特異
骨吸収 に お ける M M P－9
的に認識さ れ た く図 9 Aト ま た ， ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト
レ ー トゲル 上 分子 量92，000の バ ン ド に ゼ ラ チ ン分解酒
性が証明さ れ た 個 9 Bト
3う モ ル モ ッ ト抗原誘導型関節炎組織 に お け る局在
aBS Aの 関節艦内注入 に よ り 著 し い 関 節炎 が発生
し
，
関節軟骨は 2凋 ま で に ほ ぼ 完全 に 破壊 ． 消 失 し
た ． 関節炎誘導1 過 と 2遇の 材料で は ， 軟骨石 灰化層
と軟骨下骨 に 接し て多数 の破骨細胞 の 出現が観察 され
た． 抗 M M P－9抗体 を 用 い た 免疫組織 染色 で は ，
MM P－9 はこ れ ら破骨細胞 の 大部分 に 局在 し た ． ま た ．
幼君モ ル モ ッ トの 正 常骨組織 に み ら れ る破骨細胞 に も
M M P．9 は陽性 に 染色さ れ た ，
H L ビト ロ ネ ク テ ン リ セ ブタ ー の 局在
ビト ロ ネ クチ ン リ セ ブ タ
一 拍 V月 3Jは ， R A関節
組織と正 常モ ル モ ッ ト及 び抗原誘導型関節炎組織 に 出
現した破骨細胞の細胞膜 に 局在 した く図10 Al． また ，
骨巨細胞腫の 巨細胞細胞膜 に も 酵素免疫組織化学と蛍
光抗体間接法 に よ っ て そ の局 在が 示 さ れ た く図10 Bト
考 察
Mat血 m etallopr oteina se sくM M Pslは 一 種の 遺伝子
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フ ァ ミ リ ー で
． 現在ま で に 少 なく と も10種類の 酵素 が
報告さ れ て い る21， ． こ れ ら の 酵 素 は ， 活性 中Jい こ
Zn ＋ 十 を有 し酵素活性 に は Ca十 ＋ を必要とす る こ と
，
潜
在型 酵素で 分泌 され 細胞外で活性化 をう ける こ と ， ま
た ， こ れ ら酵素 の 共同作 用 で 生 体内 に存在す る ほ と ん
ど全て の細胞外 マ ト リ ッ ク ス 成分が 分解 され る こ と な
どの 特徴が あ る21122I． こ れ ま で ， 慢性関節 リ ウ マ チ ， 先
天性表皮水滴症 ， 創傷治癒 ， 歯周囲炎， 角膜潰瘍 ， 癌
細胞の 浸潤 ． 転移 ， 分 娩後子 宮退 締 ． 骨吸 収な どの 病
的お よ び 生理 的状態 に お け る細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解
に こ れ ら MM Ps が重 要な役割を果 た す こ と が 報告 さ
れ て い る
盈1
． 骨吸収に 関 し ては ， 骨芽細胞 の 産生 し た
M M P－1くコ ラ ゲ ナ ー ゼンの 作用 に よ っ て 類骨が 吸 収 さ
れ る と考 えら れ て い る1ト 3I． ま た ， 石灰化骨基質中に は
滞在型 M M P－1 が局在す る こ と か ら ， 破骨細胞 に よ る
脱灰 後 に 骨基質 コ ラ ー ゲ ン の 分解 をき た す可能性 が報
告さ れ て い る 7I81 ． し か し
，
破 骨 細胞が M M Ps を 合
成 ． 分泌 した り ， M M P－1 以外の M M Psが骨吸 収に 関
与す る こ と の 報 告は これ まで 全 くみ ら れ な い ．
本研究 は ， R A関節組織中の 破骨細胞 が M M P－9 を
産生す る こ と を 免疫組織化学的に は じめ て 示 した ． 免
Fig．7． h m u n ol calizatio n of proM M P－9 inコ血e u m atoid joint tiss u e s． Pa raff ins ection s
fro m 血 eu m atoidsyn o viu m くAl and bo n eくBltre ated with 2JL M m o n e n sin fo r3 hr w ere
Stainedby streptavidin m ethod u sing a m o n c clonala ntib dy against proM M P
－9， 56－2 A4－
Ma cr ophage s infiltrated inthe sub 血 ing c eu layer a reinte n s elylabeled and the lin ing
C e11s w e akly stainedくa rro w sHAI． x260． OstecxIlasts attached to the s ubcho ndral bo n e
trabe c ula ar e also inte n s ely stain edくarr o w sl くBl． x130．
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疫染色に 用 い た モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 く5 6－2 A41 は ， 潜
在型M M P－9 の カ ル ポ キ シ ル 基 末端 ペ プ チ ド に 対 す る
抗体 で ， 潜 在 型 酵素 の み を 特異的 に 認識 し 活性 型
M M I，．9 と は 反応 し な い 抗体 で あ る
別
． ま た ， 本抗体は
正常 お よ び aB S A誘導型関節炎で発生 し た モ ル モ ッ
トの 潜在型 M M P－9 と交差反 応 す る こ とが 示 され た ．
MM P．9 は基底膜 の 主要構成成分で あ るIV型 コ ラ
ー ゲ
ン を分解す る こ とや 高転移性 腫瘍細胞株に 強く発現さ
れ る こ と か ら ， 癌細胞の 浸潤 一 転移 に 重要な 役割を果
た す と考 えら れ て い る2 脚 ． ま た ， 一 方で M M P－9 は好
中球
1町 や マ ク ロ フ ァ ー ジ
矧 の ほ か ， 軟骨細胞2
7
や ト ロ
フ ォ ブ ラ ス ト
謝 で も 産 生さ れ ． ニ れ ら の 細胞 が関与す
る 組織破壊 に も 作用 す る こ と が推定 さ れ て い る ． 実
際 ， 本研 究に お い ても R A滑膜組織 に 浸潤し た 好中球
や マ ク ロ フ ァ
ー ジの ほか ， R A 滑膜表層細胞 や関節軟
骨細胞 に も M M P－9 の 局 在が 示 され た ． し か し ， 本研
究で の 免疫染色の所見 は ， M M P－9 が新た に 破骨細胞
に よ る 石灰 化骨の 吸収 に 関与 す る 可能性 を示 唆 し てい
る ． 破骨細胞 が MM P－1，2，3 に 対す る特異抗体で は染




2澗 に 比 較 し特徴的 な所












Fig． 8． h m u n o加 aliz atio n ofproM
M P．9 in gia nt
c en t um O r． Paraffin s e ctio n sfrom gia nt c ell
tu m o r w e re stained by strepta vid inm ethod
u sing a m on o clo n al antibody， 56
－2 A 4． Note
inte n selabe血g inthe giant c ells－ X260．
M MP－9 は単 に工V 型コ ラ ー ゲ ン や ゼ ラ チ ン を分解す
る の み な ら ず ， 五 之 治別 の 報告や 本研究で 示 し たよう
に 工 型 ， m 型， V 型コ ラ
ー ゲ ン お よ び ど トロ ネクチン
を分解す る ． 骨の 主 要 コ ラ ー ゲ ン は 工 型 コ ラ ー ゲンで
微量 なが ら V 型コ ラ ー ゲ ン を含 む こ と が 生化学的に報
告さ れ て い る
抑
． ま た ， 免疫組織化学的に も ， これら
コ ラ ー ゲ ン の 局在が 知ら れ て い る
31－
． 骨 の 工 型 コ ラ ー
ゲ ン は 多数 の 架橋 の 存在 に よ り 酸 不 溶性 で あり ，
M M P－1 によ っ て も 分解 さ れ な い と さ れ て い る2 畑． そ
の 分 解 に は ア ミ ノ 基や カ ル ポ キ シ ル 基 末端 の 非 ヘ リ ッ
ク ス 部 を切断す る好中球 エ ラ ス タ
ー ゼ や カ テ プ シンB
お よ び L な どの telopeptida s eの 作用 が 必 要と 報告さ
れ て き た
2 刷32－
． こ の 点 で ， MM P－9 が酸 可溶性I型コ
ラ ー ゲ ン の 斤 1 ， 2鎖と 仔 2 鎖を特異的に 分解するこ
と ば興味深 い 所見 で あ る ． 工 型 コ ラ ー ゲ ン の ぼ 鎖間に
は ア ミ ノ基末端部 の 非 ヘ リ ッ ク ス 部 に 架橋が あり， そ
れ に よ り月 1 ， 1鎖 と月 1 ， 2鎖 を形成す る こ とが知
ら れ て い る
32，















Fig． 9． Prcdu ction of proM M PT9 by the giant
c e11tu m o r． くAI Con c e ntrated cultu re m edium
fro m giant c eu tu m o rく15FL 1 w as run on
SD S－P A G Eく7．5％ total a cryla midel く1a nelJ．
T he pr oteins transferred to a nitrcxIellulose
m e mbran e w e revis u aliz ed with a m on oclonal
antibcxly against proM M P
．9， 56－2A4 く1an e21．
Arro w indicate s pr oM M P
－9 r e c ognized by
56－2 A 4． くBI T he c ultu re m edium く50JL1 w as
subjected to agelatinーC Ontain ing polya cryla mide
gelu nderthe n o n redu cing c o ndito n s．
T he gel
w asinc ubated at 37
0
C fo r24 hr afterr e m o Val
of S D Sand stained with Co o m a ssie b dlhant
blu e．
骨吸収に お け る M M P－9
する活性は げ 2 鎖の 非 ヘ リ ッ ク ス 部の 分解 と 考 え ら
れ．
一 種 の telopeptida seの 作用 と 解釈 さ れ る － ま た ，
酸不溶性工型 コ ラ
ー ゲ ン に 対し て は ， M M P－9 は 葺 2
鎖の み なら ずコ ラ
ー ゲ ン 分子 が相互 に 重合 し た高分子
量の 不溶性重合体 を分解 した ． さ ら に ， 脱灰 骨中の コ
ラ ー ゲ ン 線推 そ の も の に 対 す る 分解活性が電顕的観
察から示 さ れ た － カ テ プ シ ン B や Lの 作用 をう けた コ
ラ ー ゲン は体温く37
0
Clで は ゼ ラ チ ン に 変性 し， これ ら
の酵素がも つ ゼ ラ チ ン 分解活性で さ ら に 低分子 の フ ラ
グメ ン ト に 分解 され る と推定さ れ て い る3 灼． しか し ，
これら カ テプ シ ン の ゼ ラ チ ン 分解活性 に つ い て は詳細
な報告はみ ら れ な い ． さ ら に ，．石 灰化骨中の 微量 コ
ラ ー ゲ ンで あ る V 型コ ラ
ー ゲ ン に 対 す る カ テ プ シ ン B
やLの作用 に つ い て は こ れ ま で 報告は な い ． これ に 対
し． MM P－9 はゼ ラ チン に 対し て は 1 2， 70 0JL gノm inノ
mg 蛋白 と著 しい 分解活性があり
朝
， V 型コ ラ ー ゲ ン に
対し ても 十分 な活性 が み ら れ た ． 以 上 の デ ー タ は
M M P．9 が骨吸 収の 局所 に お い て活性 を示 せ ば
， 骨基
質中の 主要細胞外 マ ト リ ッ ク ス を本酵素 の み で も十分





石灰化骨の 吸 収は ， 骨吸 収寓と呼 ばれ る破骨細胞直
下の 閉鎖腔内 で の み 行 わ れ る2ユ3，． ま た
， 破 骨細胞 は
H
十
の 分泌 に よ り骨 を脱灰 する た め ， 骨吸 収裔 は酸性
くpH 4－51 か つ 高カ ル シ ウム く40－ 50m 叩 の 特殊 な
環境と な る 岬 ． シ ス テイ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ で あ る カ テ
プ シ ン B
33， や L
34， は 酸性の 至 適 pH をも ち ， こ の よう
な条件下 で も 骨基質中の 工型 コ ラ ー ゲ ン 分解能 を有す
る ． ま た
，
こ れ ら酵素が も つ 酸不溶性工型 コ ラ ー ゲ ン
分解能は高 カ ル シ ウム 下で ， よ り 強く発揮さ れる こ と
が知ら れ て い るお－． M M P－9 の 至適 pH は7．5 － 8．0の 中
性域に あ るが ， p王i 5．5の 酸性域で も なお 50％の 活性が




の 影響 に 関
して は 少な く と もゼ ラ チ ンや 酸可溶性王 型 コ ラ ー ゲ ン
を基質に し た場合 に は ， 50m M の 高濃度で も ほ と ん ど
活性低下が認 め られ な か っ た ． む しろ ， フ ィ ブ リ ル 化
した 酸可溶性 工型 コ ラ ー ゲ ン で は 100m M ま で濃度依
存性 に 此 2鎖の 分解滑性の 上 昇が 認め られ た ． これ ら
の 所見は ， M M P－9 が骨吸 収簡 の特殊な環境下 に お い
て も働き得 診 こ と を示 し て お り， 破骨細胞で合成 ． 分
泌さ れ た本酵素が石灰化骨基質の 分解 に 重要な役割 を
Fig．10 Im m u n oloc aliz atio n of vitr o n e ctinre c eptorCa v P3I inthe oste ocla sts a nd giant
C e11tu m o r． くAIPa raffinse ctio n sfro mthe tibia of the n or malyo u ng guine a pig w er e
re acted with the anti－くa v P 31 antibcxly fo1lo w ed by the strepta vid inm ethod ． Note
inte n s elabeling inthe o ste cxIla stsくa rro w sl attached to the c o rte xbo n e． Po， perio ste u m．
X130． くBI Fro ze n s e ctio n sfro m the giant Ceu tu m O r W e re Stained by a flu ore sc ein
isothicxIya n ateim m u n oflu o re s e c e nt m ethod with antiTta V P3l antibody． T he giant ceus
a工モ Stained inte n s ely． X215．
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果た す可能性 を強く 示 唆し て い る ．
骨巨細胞腫 は進行性の 骨 吸収 に よ り骨溶解 を 示 し ，
臨床上 しば しば病的骨折 をき た す 腫瘍で あ る ． 本腫瘍
は病理 発生上議論 は あ るが ト 腫瘍 中の巨細胞 に は プ ロ
ト ン ポ ン プ と ビ トロ ネ ク チ ン リ セ プ タ
ー の 局在が 知 ら
れ て お り
仰 1
， 巨細胞 は その 形態 と あ い ま っ て 破骨細
胞類似の 細胞 と考 え られ て い る ． こ の よ う な観点か ら
本腫瘍 は破骨細胞漉くO Steく光1a stom alと も 呼 ば れ て い
る37，． 本研究 で は ， 検討 した 7 例 の 骨巨細胞腰全 て に
M M P－9 の免疫組織化学的局在が巨細胞中に 観察 さ れ
た ． イ ム ノ ブ ロ ッ ト 上 そ の 反 応蛋白 は分子 量92，000
の 潜在型 M M P－9 で あ り ， ゼ ラ チ ン 分解活性 を も つ こ
とが サ ブス ト レ
ー トゲ ル に よ っ て 証明さ れ た ■ 7例 中
2例 で は ， 巨細胞は M M P－1 に 対す る免疫染色 で も 弱
陽性 を 示 し たが ， M M P－2 と M M P
－3 は陰 性 で あ っ
た ． 骨 巨細胞腫 に お け る骨吸収 は ， そ の 細胞特質 か ら
腫瘍中の 巨細胞 に よ っ て 行わ れ る と 考 えら れ て い る ■
従 っ て ， 腫 瘍中の 巨細胞 に よ っ て 合 成
． 分泌 さ れ た
M M P－9 は， カ テ プ シ ン B や L との 共同作 用 に よ り骨
巨細胞腫 に お ける骨吸収 に 関与 す る と推定さ れ る －
破骨細胞 の石灰化骨 へ の 接 着に 細胞外 マ ト リ ッ ク ス
に 対す る リ セ プタ ー で あ るイ ン テ グ リ ン の 関与 が 示唆
され て い る ． 実際 こ れ まで 骨巨細胞脛の 巨細胞に ビ
トロ ネク ナ ン リ セ プ タ
ー が 免疫組織化学的に 証明さ れ
て い る 珂 ． 本研究 に お い て も ， 酵 素抗体法 と蛍光抗体
法に よ り同腫瘍 の巨細胞 に そ の 局 在 を 認 め た ほ か ，
R Aや モ ル モ ッ ト関節炎 の破骨細胞 に も ビ ト ロ ネク チ
ン リセ プ ダ ー の存在が 確か め られ た ．
一 方 ， 本リ セ ブ
タ ー の リ ガ ン ドと し て は Arg－G ly－Asp の ア ミ ノ 酸配
列を も つ オ ス テオ ポ ン チ ン と ビ トロ ネ ク チ ン が 考 えら
れ て お り ， オ ス テ オ ポ ン チ ン は 石灰化骨表面 に 局在す
ると 報告さ れ てtlる
諏，
． 破骨細胞 は局 所で 骨 吸 収 を終
了 す ると ． こ れ ら の糖蛋白と の 接着 に よ り近接 した骨
梁 へ 移動す る と考 え られ る ． 従 っ て ， 破骨細胞の分泌
し た M MP－9 に よ っ て骨吸収常 に お け る ビ ト ロ ネク チ
ン が 分解 され る と ， 破骨細胞 は接着を求 め て ビト ロ ネ
ク ナ ン の 存在 す る骨梁 へ と 移動す る 可能性が考え ら れ
る ． こ の こ と は
，
ビ ト ロ ネ ク チ ン の 局在 を含め て今後
検討 す べ き研 究課題 と考 え られ る ．
結 論
ヒ ト線維肉腫細胞か ら 精製 した M M P－9 を 用い て そ
の 性質 を調 べ る と とも に ， 潜在型 M M P．9 の R A関節
組織 とモ ル モ ッ ト抗原誘導型関節炎組織お よ び 骨巨細
胞腫 に お ける 局在を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い て検討
し， 以下 の 結果 を得た ．
1 ． M M P－9 は ， 酸可溶性工 型 コ ラ ー ゲ ンの 皮 2鎖
ア ミ ノ 基末端 に 存在す る 非 ヘ リ ッ ク ス 部を特異的に分
解す る 胤 酸不溶性工 型 コ ラ
ー ゲ ン の 不溶性重合体を
可 溶化 し た ． ま た ， m 型 と V 型コ ラ ー ゲ ン ， ゼラチン
お よ び ビ ト ロ ネ ク チ ン も分解 され た －
2 ． M M P－9 の ゼ ラチ ン 分解活性は pH5．5 － 6．0で全
活性の 50－ 80％保持 さ れ ， 100皿 M Ca
＋ 十 存在下 でも
90％の 活性が認 め られ た ． ま た ， フ ィ ブ リ ル 化した鞍
可溶性 I型 コ ラ ー ゲ ン で は ， 声 1 ， 2鎖と ぽ 2鎖の分
解 は Ca十 ＋ 濃度依存性 に 克進 した ．
3 ． E D T A処理 で 脱 灰 した骨組織 を M M P－9 とイン
キ エ ペ ー 卜す る と ， 骨 コ ラ ー ゲ ン線維 の 分解が電顕的
に 観察 され た ．
4 ． 合成 ペ プ チ ド を抗原と して 作製 した モ ノ クロ ー
ナ ル 抗体 を E LISA 汲 イ ム ノブ ロ ッ ト 法お よ び免疫染
色で ス ク リ ー ニ ン グ し ， 滞在型 M M P－9の アミ ノ基末
端部と カ ル ポ キ シ ル 基 末端部を特異的に 認識する抗体
く5 7－13 D8 と56－2 A4ン を得 た ． こ の う ち ， 56
．2 A 4 は免
疫組織染色 に 使用 可能 で あ っ た ．
5 ． 56－2 A 4抗 体 を 用 い た 免疫組織 染色 で は ．
M MP－9 は R A滑膜組織 に 浸潤 し た 好中球や マ ク ロ
フ ァ ー ジの 他 ． 滑膜表層細胞 に 局在 し た 一 ま た ． 蝕
関節軟骨 ． 骨組織で は破骨細胞が強陽性 に 染色された
が ， M M P－1， 2， 3 は破骨細胞中に は み られ な か っ た ．
ま た
，
MM P－9 の破 骨細胞 に お け る 局在 は 正常モ ル
モ ッ トおよび抗原誘導型関節炎組織 に お い ても認められ
た ．
6 ． 7例 の骨巨細胞腰 で は ， 全て の 症例 で巨細胸中
に M M P．9 の 局在が 観察さ れ た ． ま た ， 腫瘍組織培養
液中に 分子 量92，000 で ゼ ラ チン 分解活性 をも つ 潜在型
M MP．9 の 存在がイ ム ノ ブ ロ ッ ト法 と ゼ ラチ ン サブス
ト レ ー トゲ ル 法 で 確認さ れ た －
7 ． R A と 正常 モ ル モ ッ ト お よ び抗原誘導型関節炎
の 関節組織中に 見 られ た破骨細胞 と骨巨細胞腫の 巨細
胞 聞胞掛 に ど トロ ネ ク チ ン リ セ プ タ
ー の 存在が免
疫組織化学的に 証明 さ れ た ．
以 上 の デ ー タ は ， 破骨細胞 と骨巨細胞腫 によ っ て合
成 ． 分泌 され た M MP－9 が石 灰 化骨中の 細胞外
マ ト
リ ッ ク ス 分解 に 重 要 な役割 を果た す 可能性を強く示唆
し て い る ．
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